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Introdução 
 
 
A população microbiana no filoplano de plantas é muito complexa em sua constituição e há 
enorme diversidade nos eventos e nas condições que equacionam sua dinâmica (KINKEL et 
al., 1996; KINKLE, 1997). Paralelamente, é considerado que o filoplano é um habitat comum 
para microrganismos, e muitos deles podem apresentar potencialidade como agentes de 
controle biológico de enfermidades (BAKER; COOK, 1974). 
 
Entretanto, para se utilizar microrganismos como agentes de biocontrole, torna-se imprescindível o 
estudo das influências ambientais capazes de alterar o habitat em que os agentes de biocontrole 
devem se estabelecer. O sucesso do controle biológico de fitopatógenos de parte aérea depende 
em grande parte do conhecimento das características dos agentes biocontroladores. A filosfera ou 
filoplano (LAST, 1955; RUINEN, 1956) é um ambiente complexo, onde são encontrados 
basicamente três tipos de microrganismos: as leveduras, os fungos filamentosos e as bactérias 
(WINDELS; LINDOW, 1985), cada um com estratégias próprias de colonização e sobrevivência. 
 
Este ambiente tem características muito particulares, pois sofre variações intermitentes de 
umidade, temperatura, incidência de radiação, ventilação, composição e quantidade de 
nutrientes disponíveis (ANDREWS; HIRANO, 1991). O conjunto desses fatores faz com que 
diferentes populações microbianas neste habitat predominem em certos sítios específicos do 
filoplano, variando de acordo com as estações do ano ou estádios de desenvolvimento das 
folhas, já que condições de ambiente e a composição dos exsudatos foliares favorecem ou 
limitam o desenvolvimento de certas espécies (JACOB, 1997). 
 
Um dos principais problemas do uso de residentes de filoplano para biocontrole de fitopatógenos 
advém de sua baixa capacidade de sobrevivência ou mesmo de sua capacidade de manter a 
população em alta densidade (ANDREWS; HIRANO, 1991; WINDELS; LINDOW, 1985). Muitas 
vezes, bons agentes de biocontrole, selecionados em casa de vegetação, não apresentam o 
mesmo potencial ao serem inoculados em condições de campo para promoverem o controle das 
enfermidades. O principal fator que compromete essa capacidade de sobrevivência é a 
instabilidade ambiental da filosfera (ANDREWS; HIRANO, 1991), que faz com que haja uma 
grande dificuldade no estabelecimento e manutenção de populações de antagonistas 
potencialmente promissoras, em condições de campo. Dessa forma, podemos concluir que, 
métodos de seleção que visem isolados capazes de se estabelecerem e manterem suas 
populações em situações desfavoráveis elevam as possibilidades de se deparar com um 
antagonista com características importantes para o seu estabelecimento no campo (WINDELS; 
LINDOW, 1985). 
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As bactérias utilizam basicamente dois tipos de estratégias para sobreviverem em ambientes 
de estresse, tolerância e escape. A primeira requer capacidade em tolerar condições inóspitas, 
tais como a incidência de radiação ultravioleta, baixa umidade, além de outros, enquanto a 
segunda, considera a habilidade da bactéria em explorar sítios que ofereçam um ambiente 
menos sujeito a estresses ambientais (BEATTIE; LINDOW, 1995; BEATTIE; LINDOW, 1999). 
 
A capacidade de competição no filoplano é maior quando existe uma sobreposição das 
exigências nutricionais do antagonista e do fitopatógeno, resultando em um baixo nível de 
coexistência entre os dois organismos, portanto quanto mais similares eles são, maior é o 
grau de sobreposição (WILSON; LINDOW, 1994a; WILSON; LINDOW, 1994b). Um exemplo 
prático é o trabalho de Cooksey (1988) que utilizou um mutante não patogênico de 
Pseudomonas syringae pv. tomato, conseguindo obter uma redução significativa na 
severidade da doença incitada pelo isolado patogênico. 
 
Além de competir por sítios de alimentação e sobrevivência, postula-se que os residentes de 
filoplano possuam outras estratégias para promover o controle de fitopatógenos, tais como: 
produção de compostos antimicrobianos, como no exemplo em que Montesinos et al. (1996) 
constataram que alguns isolados de Pseudomonas fluorescens permitiram uma redução de até 
51 % na incidência e 88 % na severidade da doença, no patossistema Stemphylium 
vesicatorium x Pyrus communis, o que foi atribuído à produção de compostos antifúngicos e 
efeitos de quimiotaxia durante a germinação dos conídios, demonstrando uma forte correlação 
entre o efeito da antibiose e a eficiência no controle. 
 
Algumas bactérias são capazes de excretar metabólitos que exercem efeitos danosos a outros 
organismos, consistindo em um evento denominado antibiose (BETTIOL, 1991). Um exemplo 
prático é o do estudo de espécies de Erwinia herbicola, que revelaram sua capacidade em 
produzir antibióticos de amplo espectro, denominados herbicolinas, em que um isolado era 
capaz de produzir pelo menos dois tipos destes antibióticos, cada um com espectro 
antimicrobiano distinto. Um dos produtos purificados parcialmente, denominado herbicolina O, 
foi capaz de inibir o desenvolvimento de 13 espécies de bactérias, muitas de gêneros 
diferentes, enquanto a herbicolina I só foi capaz de inibir as espécies Erwinia amylovora, 
Bacillus cereus (um dos dois isolados testados) e Staphylococcus aureus, porém, a herbicolina 
O teve sua eficiência reduzida quando na presença do aminoácido L-histidina  e inativada em 
condições de baixo pH, o que não aconteceu com a herbicolina I que somente teve sua 
atividade comprometida quando em condições alcalinas (ISHIMARU et al., 1988). Vieira 
Júnior et al. (2007b, 2007c) comprovaram o efeito de residentes de filoplano de 
maracujazeiro contra antracnose causada por Colletotrichum gloeosporiodes, via antibiose 
também. 
 
Este exemplo demonstra claramente a importância de se realizar testes de antibiose in vivo, 
pois as condições de pH, umidade, temperatura, entre outros são capazes de reduzir ou até 
mesmo inibir os efeitos dos compostos antimicrobianos. 
 
Outro mecanismo é a produção de sideróforos, que são compostos de baixo peso molecular 
com ação quelante sobre o ferro. Estes sideróforos são “reconhecidos” por proteínas 
receptoras que podem ser específicas ou não (MEYER et al., 1998), localizadas na membrana 
plasmática, que promovem o ingresso do complexo ferro-sideróforo na célula bacteriana 
(WELLER, 1988; MEYER et al., 1998). 
 
Laine et al. (1996) estudaram o efeito que os sideróforos podem ter no desenvolvimento de 
certos organismos e verificaram que o crescimento de Fusarium culmorum, F. oxysporum e 
Aspergillus niger foi inibido por P. chlororaphis e P. fluorescens, porém um dos isolados de P. 
chlororaphis estimulou o desenvolvimento das espécies de Fusarium avaliadas, mas inibiu 
Aspergillus niger. Essa variação de resultados parece estar relacionada com a capacidade que 
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alguns organismos podem ter em utilizar também os sideróforos produzidos por bactérias 
(WELLER, 1988). Resultado semelhante foi observado por Vieira Júnior et al. (2007b) em 
maracujazeiro amarelo, contra antracnose. 
 
Zhang e Yuen (2000), encontraram fortes evidências de que a produção de quitinase por 
Stenotrophomonas maltophilia (isolado C3) é um dos componentes envolvidos no controle de 
Bipolaris sorokiniana, capaz de inibir a germinação de esporos e o desenvolvimento da doença, 
enquanto mutantes, incapazes de produzir esta enzima, foram ineficientes. O isolado C3 
excretou, além da quitinase in vitro, β-1,3-glucanase, proteases e lipase, compostos que 
segundo os autores, contribuem para a inibição do desenvolvimento do fungo. 
 
Outro mecanismo possível de ocorrer trata-se da indução de resistência por microorganismos 
residentes na filosfera. Relatos detalhados são feitos por Schönbeck e Dehne, (1986) em 
relação a míldios pulverulentos, míldios inferiores e ferrugens. Filtrados de culturas contendo 
metabólitos produzidos por bactérias induziram respostas de resistência induzida em folhas de 
trigo contra míldio pulverulento. Repetidas aplicações em campos de cultivo diminuíram as 
perdas por Erisyphe graminis (DEHNE et al., 1984). O biocontrole por indução de resistência 
apresenta vantagens, pois uma vez induzida, não são necessárias altas populações do 
antagonista por um longo período de tempo. No entanto, parece que o envolvimento desse 
mecanismo na superfície da folha, muitas vezes parece estar envolvido apenas contra 
patógenos foliares do tipo necrotróficos (ELAD et al., 1994). Em tomateiro, Halfeld-Vieira et al 
(2006) conseguiram demonstrar que Bacillus cereus, um procariota residente de filoplano 
autóctone da cultura era capaz de induzir resistência sistêmica quando pulverizado tanto no 
terço inferior quanto superior da planta, com o patógeno sendo pulverizado na região oposta. 
O mesmo foi observado por Vieira-Júnior e Romeiro (2007), quando se testou B. cereus 
isolado de feijoeiro contra o crestamento bacteriano da cultura.  
 
Apesar de todos os aspectos citados anteriormente, tentativas de se utilizar residentes de 
filoplano como agentes de biocontrole continuam sendo realizadas (BETTIOL, 1991).  
 
Bora et al. (1993) citam que vários residentes de filoplano como Erwinia herbicola, 
Flavobacterium sp., Micrococcus luteus e Serratia marcescens foram efetivos para o 
biocontrole mancha bacteriana da folha de feijão mungo (Vigna radiata) e que E. herbicola foi 
a mais eficiente de todas, quando aplicada 48 horas antes da inoculação com o patógeno 
desafiante (Xanthomonas campestris pv. vignaeradiatae (Dye). 
 
Pabitra et al. (1996) isolaram uma cultura de B. subtilis de filoplano de limoeiro capaz de inibir 
"in vitro" o crescimento de Xanthomonas campestris pv. citri e de reduzir a incidência de 
cancro cítrico em 61,9 %, em experimentos de campo. 
 
Krishnamurthy e Gnanamanickam, (1998) estudaram o uso de Pseudomonas fluorescens no 
controle da brusone do arroz causada pelo patógeno Magnaporthe grisea e verificaram que em 
condições de viveiro, o isolamento em estudo reduziu os sintomas em 68,5 % e em condições 
de campo, o mesmo antagonista proveu um controle da doença na ordem de 59,6 %.  
 
Michereff et al. (1994), selecionaram residentes de filoplano de inhame visando o biocontrole 
da queima da folha causada por Curvularia eragrostidis. Os autores selecionaram como mais 
promissor um isolamento de Bacillus subtilis sendo capaz de reduzir em até 75 % a severidade 
da doença e com alta persistência na superfície da planta.  
 
No laboratório de bacteriologia de plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade 
Federal de Viçosa, alguns trabalhos já foram realizados visando selecionar bactérias do 
filoplano para o controle de doenças de parte aérea de tomateiro (LEITE et al., 1998; CARRER 
FILHO et al., 1999), encontrando-se potenciais agentes de biocontrole, sendo dois isolados de 
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Pantoea agglomerans e um de Cedecea davisae (Romeiro-Comunicação pessoal). Porém, em 
ensaios de campo, estes se mostraram ineficientes em controlar Phytophthora infestans, 
indicando a necessidade de inclusão desse importante patógeno no programa de seleção de 
antagonistas (ROMEIRO et al., 2000) 
 
Halfeld-Vieira et al. (2001) testaram um isolado de Pseudomonas putida, como agente 
potencial de biocontrole de Alternairia solani e Phytophthora infestans do tomateiro, em 
condições de campo.  Os autores demonstraram que o isolado pode atrasar o progresso de 
requeima, quando comparado com plantas que só receberam água. O mesmo pode ser 
observado para A. solani, com resultados comparáveis aos tratamentos com chlorothalonil. 
Macagnan et al. (2001) detectaram a atividade in vitro de compostos antifúngicos produzidos 
por residentes de filoplano para controle de Crinipellis perniciosa. A atividade antifúngica foi 
detectada, porém variou em função do ensaio realizado. Recentemente, procariotas residentes 
de filoplano de feijão foram selecionados por Vieira Júnior et al. (2004a; 2004b) para o 
controle da mancha angular do feijoeiro, da ferrugem e do crestamento bacteriano dentre 
outras doenças. Demonstrou-se também que o uso de residentes de filoplano com potencial 
indutor de resistência pode restringir o crescimento de patógenos no interior do tecido do 
hospedeiro, mesmo que o indutor biótico seja aplicado externamente. Foi o que demonstraram 
Romeiro et al. (2005) e Vieira Júnior (2005) pela aplicação de B. cereus na superfície das 
folhas de feijoeiro, tendo Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli  sido inoculada via injeção 
dentro dos tecidos de feijoeiro comum. 
 
 
Fatores físicos e biológicos que governam a dinâmica das 
populações de microrganismos no filoplano 
 
 
Um dos pioneiros no estudo de ecologia de bactérias do filoplano, foi o Dr. Curt Leben 
(ANDREWS; HIRANO, 1991), da Ohio State University nos E.U.A. e suas pesquisas 
representam o desafio na obtenção de agentes de biocontrole eficazes. Seus relatos 
proferidos no simpósio “Biological Control Strategies in the Phylloplane” ilustram sua 
frustração ao constatar que, durante o andamento de suas pesquisas, ótimos agentes de 
biocontrole selecionados in vitro e em casa de vegetação, eram ineficientes, por serem 
incapazes de sobreviverem ou manterem suas populações em alta densidade no filoplano e 
consequentemente exercerem suas funções no controle de doenças (WINDELS; LINDOW, 
1985). 
 
O principal fator que compromete essa capacidade de sobrevivência é a instabilidade 
ambiental do filoplano (ANDREWS; HIRANO, 1991), que ocasiona uma grande dificuldade no 
estabelecimento e manutenção de populações de antagonistas potencialmente promissoras, 
em condições de campo. Para mostrar como esse sistema é complexo, podemos citar alguns 
exemplos de como a flutuação populacional de bactérias epífitas é afetada pelas mais diversas 
condições ambientais. 
 
Quanto à influência destes fatores na dispersão de bactérias, Butterworth e Mccartney 
(1991), demonstraram que, geralmente, respingos d'água na folha reduzem a população 
bacteriana no filoplano, e que grande parte da população desalojada vai para o solo. 
Entretanto, uma pequena proporção consegue ser dispersa a uma distância relativamente 
pequena da origem, o que ajuda na sua redistribuição (FITT et al., 1989) 
 
A capacidade de migração de populações também foi investigada por (LINDEMANN; UPPER, 
1985) que mostraram que a redistribuição ascendente de populações bacterianas, em 
ambientes com baixa umidade relativa, tem maior eficiência nos horários onde a temperatura é 
mais alta, o que pode ser atribuído à maior turbulência do ar nessa situação (ANDREWS;  
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HIRANO, 1991). Na presença de folhas molhadas por orvalho, com presença de vento; 
durante chuviscos brandos ou neblina, não houve redistribuição ascendente da população. 
Portanto, as condições que mais contribuem para dispersão de células bacterianas são baixa 
umidade relativa com temperaturas elevadas, ou chuvas capazes de promover fortes impactos 
das gotas no filoplano. 
 
Já para as condições impostas pelo hospedeiro e a época do ano, Périssol et al. (1993), 
estudando a sucessão de bactérias no filoplano de plantas de carvalho, verificaram que 
poucos gêneros de bactérias eram capazes de colonizar esse habitat, em virtude da grande 
seletividade que este ambiente exerce sobre a comunidade microbiana. O gênero Bacillus foi 
predominante em diferentes estações do ano, o que pode estar relacionado a sua habilidade 
em tolerar mudanças bruscas de temperatura e por sua capacidade em formar estrutura de 
resistência. A flutuação populacional dos diferentes gêneros também variou de acordo com a 
estação do ano e a idade das folhas que também teve sua influência. Esse fato também foi 
constatado por Jacques et al. (1995), em plantas de Cichorium endivia var. latifolia, a partir 
da observação de que folhas mais desenvolvidas eram colonizadas por um número maior de 
células. 
 
Morris (1982), correlacionou a diversidade de bactérias epífitas de feijoeiro com a idade das 
folhas e verificou que em folhas mais jovens, a maioria dos isolados obtidos utilizavam 
somente poucas fontes de carbono e nitrogênio, da qual a grande parte era formada por 
aminoácidos, enquanto para isolados provenientes de folhas mais antigas, uma ampla gama 
de nutrientes foi utilizada. No caso de Alternaria spp., seu desenvolvimento se dá tipicamente 
em folhas senescentes, estimulado principalmente por açúcares simples exsudados pela folha, 
o que indica que a diversidade de nutrientes aumenta a medida que as folhas se desenvolvem, 
influenciando diretamente a composição das populações dos organismos que habitam estes 
locais (WINDELS; LINDOW, 1985; DEACON, 1997). 
 
Em se tratando da umidade relativa do ar, a medida que esta reduz, ocorre a redução da 
sobrevivência dos agentes de biocontrole, bem como, o efeito destes no controle de doenças. 
Saleesman e Leben (1976), verificaram que, em testes com milho, até 99% das células 
bacterianas  que eram capazes de controlar lesões foliares causadas por Bipolaris maydis em 
condições ideais de ambiente perdiam esta capacidade após 1 h em condições de baixa umidade.  
 
A partir desta observação, podemos inferir que métodos de seleção que visem isolados 
capazes de se estabelecerem e manterem suas populações em situações desfavoráveis 
aumentam as chances de se encontrar um antagonista com características importantes para o 
seu estabelecimento no campo (WINDELS; LINDOW, 1985). 
 
 
Métodos de obtenção de bactérias residentes de filoplano 
 
 
Método de “imprinting” de folhas 
 
Este método visa a retirada de bactérias que se encontram em nichos mais superficiais das 
folhas, não atingindo muitas vezes as dobras de nervuras ou interior de estômatos. Mas é um 
método bastante eficiente e que gera uma grande diversidade de organismos. O isolamento 
via “imprinting” pode ser feito da seguinte forma: 
 
 Preferencialmente, devem-se coletar folhas em áreas onde ocorram doenças, a fim de se 
ter maior probabilidade de encontrar um agente de biocontrole eficiente. Vasculhar dentro 
da área de plantio, plantas saudáveis em meio a plantas doentes pode ser uma estratégia 
interessante.   
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 Coletar folhas em plantas com diferentes estádios de crescimento e em diferentes posições 
na planta (terço inferior, médio e superior). Classifique estas folhas coletadas, a fim de 
separar estas regiões coletadas.  
 
 Preparar placas contendo meio de isolamento padrão (Kado e Heskett, King B, etc) e se 
possível, utilizar um meio de decoto de folhas de feijão (250 g de folhas picadas cozidas 
por 1h + 10g de sacarose + 18g Agar). 
 
 Dividir cada amostra coletada em três grupos, sendo classificados segundo o tratamento 
dado às folhas: NT (não tratado); DT (lavagem com sabão ou detergente) e HT (imersão de 
folhas em solução de hipoclorito 0,5 %, por 5 min). Lavar as folhas em água corrente ou 
como descrito no tratamento. Secar ao ar por alguns minutos.  
 
 Separar 8-10 placas de meio para cada tratamento. 
 
 De cada tratamento, retirar de nove a 12 folhas. 
 
 Pressionar levemente a superfície adaxial da folha (superior) sobre a superfície do meio. Fazer 
isso em três ou quatro placas, cada uma com uma folha diferente. Repetir o procedimento 
usando outras folhas, mas agora pressionando a parte inferior da folha sobre o meio. 
 
 Levar as placas para incubadora por 24h e em seguida repicar colônias individualizadas 
para tubos contendo meio de cultura padrão. 
 
Ultrassom 
 
Neste procedimento, procura-se isolar bactérias que se encontram em regiões mais protegidas 
na folha. 
 
 Fazer a coleta da mesma maneira descrita anteriormente. Separar as folhas de acordo com 
a posição que foram coletas nas plantas (terço inferior, médio, superior).  
 
 Fazer as lavagens descritas acima. 
 
 Em um Erlenmeyer contendo 200 mL de solução salina 0,85 %  estéril (0,85 g/100 mL de 
água destilada estéril), colocar duas a três folhas de feijão dentro do Erlenmeyer. Procurar 
não ferir as folhas na introdução no frasco. 
 
 Colocar o Erlenmeyer dentro do ultrassom. Encher a cuba do ultrassom com água até 2/3 
da capacidade. 
 
 Ligar o aparelho e manter o frasco na cuba por aproximadamente 20 min. 
 
 Retirar o frasco. Desligar o ultrassom. 
 
 Dentro da câmara, retirar as folhas cuidadosamente. 
 
 Proceder a diluição seriada de uma alíquota de 1000 µL da amostra. 
 
 Transferir uma alíquota de 100 µL, para placas de Petri contendo meio de Kado e Heskett. 
Levar à incubadora por 24h/27 °C.  
 
 Repicar para tubos contendo o meio de Kado e Heskett as colônias individualizadas. Escolher 
colônias aleatórias. Dar preferência a colônias com cores, tamanhos e formas diferentes. 
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Agitação em solução salina e diluição seriada 
 
 Em100 mL de solução salina (0,85 % NaCl) ressuspender 10 g de folha, procedendo-se à 
extração sob contínua agitação, em um agitador rotatório de plataforma, por 30 minutos, à 
temperatura ambiente. Em seguida, fazer uma diluição em série dos extratos (fator 10) e, 
de cada diluição, retirar uma alíquota de 50 µL, e semear em meio de cultura 523 (KADO; 
HESKETT, 1970), com o auxílio da alça de Drigalsky, e incubar a 28 °C. 
 
 As colônias crescidas, fenotipicamente diferentes, devem ser repicadas para tubos 
contendo meio 523 de Kado e Heskett (1970). 
 
 
Considerações finais 
 
 
As ideias aqui apresentadas demonstram a potencialidade do uso de procariotas residentes de 
filoplano para o controle de doenças de plantas.  
 
Atualmente, entretanto, poucos são os pesquisadores e instituições que buscam 
microrganismos com potencialidade de serem usados no futuro como agentes de biocontrole. 
Isso se deve principalmente às questões legais (comitês de propriedade intelectual, de 
proteção da biodiversidade natural, etc), bem como à natureza árdua e, muitas vezes, 
frustrante do trabalho de seleção massal. Essa escassez de “massa crítica” de pesquisa 
reflete-se no pequeno número de trabalhos publicados sobre o assunto. 
 
Porém, antes de produzir comercialmente um fungicida biológico, muitos testes são necessários.  
 
Sabe-se que a metodologia atual de dispensa de microrganismos em folhas via água é a 
menos adequada, haja vista que as bactérias são organismos extremamente frágeis e que 
variações bruscas de temperatura, umidade, incidência de radiações UV, entre outros fatores, 
que levam a mortalidade de muitas células. Assim torna-se necessário desenvolver métodos 
adequados de dispensa do agente de biocontrole. 
 
Quanto à seleção em si, o ideal é trabalhar a seleção in vitro e in vivo  em paralelo, pois a 
não utilização de um dos métodos pode excluir algum microrganismo com potencial de 
controle. Ademais, na seleção massal in vivo, embora prime-se pela qualidade do que é 
selecionado, não se consegue entender os mecanismos que estão envolvidos no controle, 
nem mesmo entender como se pode potencializar esses efeitos.  Por outro lado, na seleção 
in vitro corre-se o risco de selecionar um microrganismo que apresente elevado nível de 
inibição dos patógenos, porém, com baixa capacidade de sobrevivência na superfície do 
hospedeiro. 
 
No que diz respeito ao agente do biocontrole, deve-se dar preferência àqueles que apresentem 
capacidade de sobrevivência nas diferentes fases da vida do hospedeiro, que tenham 
facilidade na multiplicação, dispensa e armazenamento e que tenham elevada amplitude de 
controle de patógenos, nos diferentes grupos (fúngicos, bacterinos, nemátodas, etc.) 
 
Por fim, não se deve esperar que um agente de biocontrole tenha desempenho igual ou superior a 
um fungicida comercial. É importante pensar no seu uso num sistema de manejo integrado, 
associado à métodos  culturais, físicos e genéticos de resistência e em conjunto com 
agroquímicos. 
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